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Brevet ‘N° )

Monsieur le Ministre
de I'Economie et des Classes Moyennes
Service de la Propriété Intellectuelle

LUXEMBOURG

Demande de Brevet d’Invention

L Requéte

La..société. dite: GENENTECH,..INC..,..460 Point. San.Bruno.Boule- (1)
vard,..a..SQUTH. . SAN. FRANCISCO . Californie, Etats-Unis. d'Amé-—

......r.iq.ue.,......r.epr..és.ent.ée.....p‘a.x.....Mp..n.s.:Lg.u.:c......slg.ggues de Muyser, agissant @
en.qgualité de mandataire

dépose(nt) ce vingt-quatre septembre. 1900 quatre=vingt-un 3)

a..15. ... heures, au Ministére de IEconomie et des Classes Moyennes, a Luxembourg :
1. la présente requéte pour T'obtention d'un brevet d’invention concernant :
..... THuman=Fibraohl asten=Interferon. und._ dessen Herstellung" @

2. la délégation de pouvoir, datée de _ XUT HRANCISCO le .25 _aofit 1981
3. la description en langue Bk heMANde . de linvention en deux exemplaires;
4. ... 6. planches de dessin, en deux exemplaire;;
5. la quittance des taxes versées au Bureau de IEnregistrement a Luxembourg,
le ...24. .septemhre. 1981
déclare(nt) en assumant 1a responsabilité de cette déclaration, que I'(es) inventeur(s) est (sont) :

....... 1.=.Robertao. . CREA,. 1520 Howard.Avenue,. 3. BURLINGAME, (5)
Californie, Etats-Unis. d'Amérique

2.=..David.Van. Norman GOEDDEL,..1449 Renito Avenue,..3.BURLINGAME
Californie,. Etats—Unis d 'Amérique

revendique(nt) pour la susdite demande de brevet la priorité d’une (des) demande(s) de
—_—

(6) brevet déposée(s) ¢/ (7) ..aux_ Etats-Unis d'Amérique

le .25 septembre. 1980, (Ho. 190.,799)..et. le 11 aoft 1981 )
(No. 291,892) o

au nom de .§..inventeurs ©)

é &gi?éce:n Eour lui (elle) et, si désigné, pour son mandataire, 3 Luxembourg
)

.35, bid,. Roval (10)

sollicite(nt) l1a délivrance d’un brevet d’invention pour I'objet décrit et représenté dans les
annexeg) susmentionnées, — avec ajournement de cette délivrance & 18 mois. (11)

e .. Aands ta%&@%
Ny
- IL Procés-verbal de Dépdt

La susdite demande de brevet d’invention a été déposée au Ministére de IEconomie et des
Classes Moyennes, Service de 1a Propriété Intellectuelle 3 Luxembourg, en date du :

981
Pr. le Ministre
a5 heures de I'Economie et des Classes Moyennes,
p. d.

A 68007

(1) Nom, prénom, firme, adresse — (2) 'l a lieu «représenté par ..» agissant en qualité de mandataire — (3) date du dépdt
en toutes lettres — (4) titre de T'invention — (5) noms et adresses — (6) brevet, certificat d’addition, modéle d'utilité — o
pays — (8) date — (9) déposant originaire — (10) adresse — (11) 6, 12 ou 18 mois.
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10 Human-Fibroblasten-Interferon und dessen Herstellung

15 Die vorliegende Erfindung betrifft das Gebiet der
rekombinanten DNS-Technologie, d.h. Verfahren, die auf
diesem Gebiet verwendet werden und Produkte, die mit diesen

Verfahren erhalten werden.

20 Genauer gesagt, betrifft die vorliegende Erfindung
Polypeptide, insbesondere reifes Human-Fibroblasten-Interferon,
diese enthaltende pharmazeutische Priparate und ein Ver-
fahren zu deren Herstellung, dass darin besteht, das man
eine Kultur eines Mikroorganismus, der mit einem zur

25 Expression eines solchen Polypeptids befihigten, repli-
kablen Vektor transformiert ist, zur Expression anregt
und das Polypeptid isoliert. Die vorliegende Erfindung
betrifft ebenfalls die Expressions-Vektoren (im folgenden
kurz Vektoren genannt), die in diesem Verfahren verwendet

30 werden und die neuen Mikroorganismen, die diese Vektoren
enthalten, sowie Verfahren zu deren Herstellung. Schliesslich
betrifft die Erfindung DNS-Sequenzen, die die Aminosiure-

sequenz von reifem Human-Fibroblasten-Interferon kodieren.

35

Mez/16.9.81
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Hintergrund der Erfindung

Human-Fibroblasten-Interferon (FIF) ist ein Protein,
das antivirale sowie ein weites Spektrum anderer biolo-
gischer Aktivitdten aufweist (Uebersicht siehe W.E. Stewart
II, The Interferon System, Springer-Verlag, New York-Wien,
1979). Angeblich ist es bis zur Homogenitdt gereinigt wor-
den. Es handelt sich um ein einzelnes Polypeptid mit einem
Molekulargewicht von 19000-20000, mit einer spezifischen
Aktivitdt von 2-10 x 108 Einheiten/mg (E. Knight, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 73, 520-523 [1976]; W. Berthold et
al., J. Biol. Chem. 253, 5206-5212 [1978]). Die Sequenz der
13 NHZ-terminalen Aminosduren des FIF wurde als Met-Ser-
Tyr-Asn-Leu-Leu-Gly-Phe-Leu-Gln~-Arg-Ser-Ser bestimmt (E.
Knight et al., Science 207, 525-526 [1980]). Houghton et al.
(Nucleic Acids Res. 8, 1913-1931 [1980]) haben synthetische
Deoxyoligonucleotide (vorausgesagt aus der vorstehend
angegebenen Aminosduresequenz) verwendet, um die Sequenz
der 276 5'-terminalen Nucleotide von FIF-mRNS zu bestimmen.
Taniguchi et al. (Nature 285, 547-549 [1980]; Gene 10,
11-15 [1980]) und Derynck et al. (Nature 285, 542-547
[1980]) waren kiirzlich in der Lage, die Nucleotidsequenz
klonierter cDNS-Kopien von FIF-mRNS in E. coli zu be-
stimmen und haben daraus die vollstdndige Aminosiurese-
quenz von Human-FIF einschliesslich einer 21 Aminosaure
umfassenden Signalsequenz abgeleitet. Das reife Peptid
umfasst 166 Aminosduren. Schliesslich haben Taniguchi
et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 5230-5233 [1980])
ein Plasmid konstruiert, welches die Expression des Human-
FIF-Gens in E. coli veranlasst, so dass reifes FIF

erhalten wird.

Durch rekombinante DNS-Technologie ist es inzwischen
gelungen, eine grosse Anzahl wertvoller Polypeptide kon-
trolliert mikrobiell herzustellen. So existieren inzwischen
bereits Bakterien, die durch diese Technologie so modifi-
ziert wurden, dass sie die Herstellung von Polypeptiden

wie Somatostatin, die A und B Ketten des Human-Insulins
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und Human-Wachstumshormon gestatten (Itakura et al.,
Science 198, 1056-1063 [1977]; Goeddel et al., Nature
281, 544-548 [1979]). Kiirzlich gelang durch die Anwendung
der rekombinanten DNS-Technik die bakterielle Herstellung

von Proinsulin, Thymosin oy und Leukozyten-Interferon.

Das Zugpferd der rekombinanten DNS-Technologie ist das

Plasmid, eine nicht-chromosomale Schleife doppelstrangiger

DNS, die in Bakterien und anderen Mikroben oft in vielen
Kopien pro Zelle vorliegt. Die in der Plasmid-DNS ent-
haltene Information umfasst diejenige zur Reproduktion des
Plasmids in Tochterzellen (d.h. ein "Replicon'") und gewdhn-
lich ein oder mehrere Selektions-Charakteristiken wie, im
Fall von Bakterien, die Resistenz gegenliber Antibiotika,
die es erlauben, Klone der Wirts-Zelle, die das interes-_
sierende Plasmid enthalten, zu erkennen und in einem
ausgewdhlten Medium selektiv zu zlichten. Die Nitzlichkeit
der Plasmide liegt in der Tatsache, dass sie spezifisch
durch die eine oder andere Restriktions-Endonuclease (auch
Restriktionsenzym genahnt) gespalten werden kOnnen, wobei
jede Endonuclease eine andere Stelle der Plasmid-DNS er-
kennt. Heterologe Gene oder Genfragmente kdnnen in das
Plasmid an den Spaltstellen oder ananschliessend an die
Spaltstellen rekonstruierte Enden eingefligt werden. Die
DNS-Rekombination wird ausserhalb der Zelle durchgeflihrt
aber das erhaltene rekombinante Plasmid wird durch einen
Vorgang, der als Transformation bekannt ist, in die Zelle
eingeflihrt und grosse Mengen an heterologe Gene enthalten-
den, rekombinierten Plasmiden konnen durch Kultivierung

der transformierten Zellen erhalten werden. Ist das hetero-
loge Gen in richtiger Weise (d.h. operabel) beziiglich der-
jenigen Teile des Plasmids eingefiigt, die flir die Transcrip-
tion und Translation der kodierten DNS-Nachricht verant-
wortlich sind, dann kann das erhaltene rekombinierte
Plasmid (Expressionsvektor, Vektor) zur Herstellung des
Polypeptids verwendet werden, dass durch das heterologe

Gen kodiert wird. Dieser Prozess wird als Expression be-

zeichnet.
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Die Expression wird ausgeldst in der Promoter-Region,
die durch RNS-Polymerase erkannt und gebunden wird. In
einigen Fdllen, wie z.B. beim Tryptophan- oder "Trp"-Pro-
moter, der in Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung
bevorzugt ist, werden Promotor-Regionen von sogenannten
Operator-Regionen iberlappt und bilden dann einen kombi-

nierten Promotor-Operator. Operatoren sind DNS-Sequenzen,
die von sogenannten Repressor-Proteinen erkannt werden,

die wiederum die Frequenz des Transkriptionsbeginns an

einem speziellen Promotor regulieren. Die Polymerase wan-
dert an der DNS entlang und iberschreibt die Information,
die der kodierende Strang enthdlt, vom 5'- zum 3'-Ende in
mRNS, die dann wiederum in das Polypeptid mit der durch die
DNS kodierten Aminosduresequenz iibersetzt wird. Jede Amino-
sdure eines Polypeptids wird innerhalb des sogenannten
Strukturgens durch ein Nukleotid-Triplett oder Codon kodiert.
Nach der Bindung an den Promotor transkribiert die RNS-
Polymerase zundchst Nukleotide, die eine Ribosomen-Bindungs-
stelle kodieren, dann ein Translations-Startsignal (ge-
wohnlich ATG, das in der mRNS zu AUG wird) und schliesslich
die Nukleotid=Sequenzen des Strukturgens selbst. Am Ende

des Strukturgens werden sogenannte Stopcodons transkribiert,
nach denen die Polymerase noch weitere mRNS-Sequenzen bilden
kann, die aber wegen des vorhandenen Stopsignals von den
Ribosomen nicht mehr iibersetzt werden. Die Ribosomen lagern
sich an die vorgesehene Bindungsstelle der mRNS an, in
Bakterien gewdhnlich wdhrend diese entsteht, und stellen
dann ihrerseits das kodierte Polypeptid her, beginnend

am Translations-Startsignal und endend mit dem bereits er-
wahnten Stopsignal. Das gewlinschte Produkt wird hergestellt,
wenn die Sequenzen, die die Ribosomen-Bindungsstelle
kodieren richtig liegen in Bezug auf das AUG-Startsignal

und wenn alle ibrigen Kodons mit dem Startsignal in Phase
sind. Das gewiinschte Polypeptid kann erhalten werden durch
Lyse der Wirts-Zelle, Abtrennung von anderen Bakterien-

proteinen und Reinigung in liblicher Weise.



Wahrend das aus Spender-Fibroblasten isolierte homogene
Fibroblasten-Interferon ausreichte zur partiellen Charak-
terisierung und fiir limitierte klinische Studien, reicht
diese Quelle bei weitem nicht aus fiir die Gewinnung der-

5 jenigen Mengen an Interferon, die filir breite klinische Prii-
fungen und die anschliessende prophylaktische und/oder
therapeutische Verwendung notwendig sein werden. Tat-
sdchlich bediente man sich bei den bisherigen klinischen
Untersuchungen zZur Evaluation des Human-Fibroblasten-

10 Interferons in Antitumor- und antiviralen Testen haupt-
sdchlich rohen Materials (Reinheit £ 1%) und die langen
Zeiten, die ndtig sind, um geniigende Mengen reinen Ma-
terials zu erhalten haben zu einer starken Verzdgerung
von Untersuchungen in grdsserem Masstab gefiihrt.

15

Der vorliegenden Erfindung lag der Gedanke zugrunde,
dass die Anwendung der rekombinanten DNS-Technologie
(d.h. die Einfligung eines Interferongens in mikrobielle
Vektoren und deren Expression unter der Kontrolle mikro-

20 pieller genregulatorischer Elemente) der wirkungsvollste
Weg zur Gewinnung grosser Mengen reinsten Fibroblasten-
Interferons wdre, welches trotz der Tatsache, dass es nicht
glykosyliert ist, wie vielleicht das natiirliche, zur kli-
nischen Behandlung vieler viraler und neoplastischer Er-

25 xrankungen verwendet werden k&nnte.

Ein Fibroblasten-Interferon-Gen wurde erfindungsgemiss
durch die folgenden Massnahmen erhalten:

30 1) Aminosdurepartialsequenzen von homogenem Human-Fibro-
blasten-Interferon wurden verwendet, um synthetische DNS-
Sonden zu konstruieren, deren Codons insgesamt alle mdgli-
chen Nucleotidkombinationen reprisentierten, durch die die
Aminosdurepartialsequenzen kodiert werden.

35
2) Es wurden Bdnke von Bakterienkolonien hergestellt,
die komplementdre DNS (cDNS) aus induzierter mRNS ent-

hielten. Die gemdss (1) erhaltenen Sonden wurden als Starter
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flir die Synthese radiomarkierter einstrédngiger cDNS ver-
wendet, die wiederum als Hybridisierungssonden benutzt
wurden. Die synthetischen Sonden hybridisierten mit indu-
zierter mRNS als Matrize und wurden ferner mittels reverser
Transkription dazu verwendet, induzierte, radiomarkierte
¢DNS zu bilden. In dieser Weise erhaltene Klone der Kolonie-
bank, die mit radiomarkierter c¢DNS hybridisierten, wurden
weiterhin untersucht auf das Vorliegen eines Interferon
vollstdndig kodierenden Gens. Jedes so erhaltene, mdglicher-
weise eine Teilsequenz des Interferons kodierende Genfrag-

ment wurde als Sonde fiir ein vollstdndiges Gen verwendet.

3) Das so erhaltene ungekiirzte Gen wurde massgeschneidert
unter Verwendung synthetischer DNS, um jegliche Leader-
Sequenz, die die mikrobielle Expression des reifen Poly-
peptids verhindern kdnnte, auszuschliessen und um es in
einem Vektor in die richtige Position bringen zu k&nnen
bezliglich der Startsignale und der Ribosomenbindungsstelle
eines mikrobiellen Promoters. Das exprimierte Interferon
wurde so weit gereinigt, dass es charakterisiert und seine

Aktivitdt bestimmt werden konnte.

Unter Anwendung der vorstehend kurz beschriebenen
Methoden der rekombinanten DNS-Technologie konnte eine
Reihe replizierbarer Plasmid-Vektoren hergestellt werden,
die die Synthese eines reifen Polypeptids mit den Eigen-
schaften von authentischem Human-Fibroblasten-Interferon
in einem transformierten Mikroorganismus mit hohen Aus-

beuten veranlassen. Das erhaltene Polypeptid weist die

Aminosduresequenz des FIF auf und ist in in-vitro-Testen aktiv

ungeachtet fehlender Glykosylierung wie sie fiir Material,
das aus natiirlichen menschlichen Zellen gewonnen wurde,
charakteristisch ist. Der Ausdruck "Expression von reifem
Fibroblasten-Interferon" bezeichnet die mikrobielle (z.B.
bakterielle) Herstellung eines Interferonmolekiils, das
weder Glykosylgruppen noch eine Prdsequenz enthdlt, die
unmittelbar die mRNS-Translation des Human-Fibroblasten-

Interferon-Genoms veranlassen. Reifes Fibroblasten-Interferon



wird erfindungsgemdss unmittelbar von einem Translations-
Startsignal (ATG) exprimiert, das gleichzeitig die erste
Aminosdure des natiirlichen Produkts kodiert. Die An- oder
Abwesenheit von Methionin als erster Aminosdure im mikrobiell
5 hergestellten Produkt ist kinetisch bedingt und hingt ab
von den Fermentationsbedingungen und/oder der HShe der
Expression in dem transformierten Mikroorganismus. Reifes
Fibroblasten-Interferon kann zusammen mit einem konju-
gierten Protein, das nicht ein iliblicher Leader ist, expri-
i0miert werden, wobei das Konjugat spezifisch intra- oder
extrazelluldr gespalten werden kann (vergleiche britische
Patentanmeldung Nr. 2007676A). Schliesslich kann das reife
Interferon zusammen mit einem mikrobiellen "Signal-Peptid"
hergestellt werden, das das Konjugat an die Zellwand trans-
15 portiert, wo die Signalsequenz abgespalten und das reife

Polypeptid sezerniert wird.

Die zum Inhalt dieser Beschreibung gehdrenden Fi-

guren 1-5 werden an den geeigneten Textstellen genauer

20 beschrieben. Figur 6 stellt schematisch die Herstellung
der Plasmide dar, die die direkte Expression von reifem
Fibroblasten-Interferon kodieren. Die Restriktionsstellen
und -fragmente sind angegeben ("Pst I", usw.). "ApR" und
”TcR” bezeichnen diejenigen Orte des Plasmids, die fiir die

o5 Expression der Ampicillin- bzw. Tetracyclin-Resistenz
verantwortlich sind. Die Abkiirzung "p o" steht fiir "Pro-

moter-Operator”.

BESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN AUSFUEHRUNGSFORMEN

30
A. Die verwendeten Mikroorganismen

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Mikroorga-
nismus ist E. coli K-12 Stamm 294 (end A, thi~, hsr_, hsm;),
35 wie in der britischen Patentpublikation Nr. 255382 A
beschrieben. Dieser Stamm wurde bei der American Type
Culture Collection (ATCC Nr. 31446) hinterlegt. Die gesamte

Arbeit wurde unter Beachtung der Richtlinien des National
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Institutes of Health durchgefiihrt.

Die vorliegende Erfindung, obgleich in ihrer bevor-
zugtesten Ausfiihrungsform an E. coli K-12 Stamm 294 be-
schrieben, umfasst auch die Verwendung anderer E. coli-
Stdmme wie E. coli B, E. coli x 1776 und E. coli W 3110,
sowie andere Mikroorganismen, von denen viele bei einem
offiziellen Depositorium (z.B. der American Type Culture
Collection, ATCC) hinterlegt wurden und von dort (mdg-
licherweise) erhdltlich sind (vergleiche auch deutsche
Offenlegungsschrift Nr. 2644432). Weitere Mikroorganismen,
die erfindungsgemdss verwendet werden kodnnen, sind z.B.
Bacilli, wie Bacillus subtilis und andere Enterobacteria-
ceae, unter denen vor allem Salmonella typhimurium und
Serratia marcescens zu nennen waren, die mit Hilfe von sich
vermehrenden Plasmiden hetercloge Gene zur Expression
bringen konnen. Auch in Hefen, beispielsweise in Saccha-
romyces cerevisiae, kOnnen Interferongene zur Expression

gebracht werden unter der Kontrolle eines Hefe-Promotors.

B. Allgemgine Methoden

Die Restriktionsenzyme wurden bei New England Bio-
labs gekauft und vorschriftsmi@ssig verwendet. Die Plasmid-
DNS wurde nach einem Standard-Verfahren (D.B. Clewell,

J. Bacteriol. 110, 667-676 [1972]) hergestellt und durch
Sdulenchromatographie an Biogel A-50 M gereinigt. Die
DNS-Sequenzierung erfolgte nach der Methode von Maxam
und Gilbert (Methods Enzymol. 65, 499-560 [1989]). Die
durch Restriktion erhaltenen DNS-Fragmente wurden durch
Elektroelution aus Polyacrylamidgelen erhalten. Die
Radiomarkierung der DNS-Fragmente zwecks Verwendung als
Hybridisierungssonden erfolgte nach der Methode von
Taylor et al. (Biochim. Biophys. Acta 442, 324-330 [1976]).
Die in-situ-Koloniehybridisierung wurde nach der Methode
von Grunstein und Hogness durchgefiihrt (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 72, 3961-3965 [19751]1).
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C. Synthese der Deoxyoligonucleotide

Die Deoxyoligonucleotide wurden synthetisiert nach der
modifizierten Phosphotriester-Methode in L&sung (Crea et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 5765-5769 [1978]) unter Ver-
wendung von Trideoxynucleotiden als Bausteinen (Hirose
et al., Tetrahedron Letters 28, 2449-2452 [1978]). Die
Materialien und allgemeinen Verfahren shnelten den von
Crea et al. beschriebenen (Nucleic Acids Res. 8, 2331-

2348 [1980]). Die 6 Starter-Pools (Figur 1), die jeweils 4
Dodecanucleotide enthielten, wurden durch separate

Kopplung von 2 Hexamer-Pools (mit jeweils 2 unterschiedlichen
5'-terminalen Sequenzen) mit 3 verschiedenen Hexamer-Pools
(mit jeweils 2 unterschiedlichen 3'-terminalen Sequenzen)

erhalten.

D. Induktion der Fibroblasten

Human-Fibroblasten (Zellinie GM-2504A) wurden ge-
ziichtet wie bereits von Pestka et al. beschrieben (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 72, 3898-3901 [1975]). Das Nihrmedium
(Eagle's Minimalmedium mit einem Gehalt von 10% fdtalem
Kdlberserum) wurde aus den Rollflaschen (850 cm3) entfernt
und ersetzt durch 50 ml Ndhrmedium, enthaltend 50 ug/ml
Poly(I) : Poly(C) und 10 ug/ml Cycloheximid. Dieses In-
duktionsmedium wurde nach 4 Stunden bei 37°C entfernt und
die Zell-Monoschichten wurden mit Phosphat-gepufferter
Salzldsung gewaschen (PBS; 0,14M NacCl, 3mM KCl, 1,5 mM
KH2P04, 8mM NaZHPO4). Jede Flasche wurde bei 37°C mit 10 ml
einer Trypsin-EDTA-LOsung (Gibco 610-5305) inkubiert bis
die Zellen sich abldsten. Dann wurde fS8tales Kilberserum
bis zu einer Konzentration von 10% zugesetzt. Das Zellmaterial
wurde 15 Minuten bei 500 x g zentrifugiert, der Riickstand
nochmals in PBS suspendiert und sedimentiert. Die Zellen
wurden in fliissigem Stickstoff gefroren. Pro Rollflasche

wurden etwa 0,17 g Zellmaterial erhalten.
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E. Herstellung und Assay von Interferon-mRNS

Poly(A)-~enthaltende mRNS wurde nach der von Green
et al. (Arch. Biochem. Biophys. 172, 74-89 [1975]) be-
schriebenen Methode aus Humanfibroblasten durch Phenol-
extraktion und 0ligo{dT)-Zellulose-Chromatographie
erhalten. Die Poly(A)-enthaltende RNS wurde beziiglich
Interferon-mRNS durch Zentrifugieren in einem linearen 7
Saccharose-Gradienten (5-20%, w/v) angereichert. Die RNS-
Proben wurden wahrend 2 Minuten auf 80°C erhitzt, schnell
abgekiihlt, lber den Gradienten gegeben und 20 Stunden bei
30000 U/min. bei 4°C in einem Beckman SW-40 Rotor zentri-
fugiert. Die Fraktionen wurden gesammelt, mit Ethanol

gefdllt und in Wasser geldst.

Ein~Mikrogramm-Proben von mRNS wurden, wie von Cavalieri
et al. beschrieben (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 3287-
3291 [1977]), Xenopus laevis-Oocyten injiziert. Die Oocyten
wurden 24 Stunden bei 21°C inkubiert, homogenisiert
und 5 Minuten mit 10000 x g zentrifugiert. Im Ueberstand
wurde das Interferon nach dem CPE-Hemmtest (Stewart,
The Interferon System, Springer-Verlag, New-York-Wien,
1979) bestimmt unter Verwendung von Sindbis-Virus und
humanen diploiden Zellen (WISH). Fiir die 12 S-Fraktion
der mRNS wurden Interferontiter von 1000 bis 6000 Ein-
heiten/mg injizierter RNS festgestellt (NIH Referenz-
standard).

F. Synthese und Clonierung von cDNS

Einstrdngige cDNS wurde hergestellt in 100 ml Reak-
tionen, aus 5 ug der 128 mRNS-Fraktion, 20 mM Tris-HC1
(pH 8,3), 20 mM KC1l, 8mM MgClZ, 30 mM B-Mercaptoethanol,
100 uCi (a P)dCTP und 1 mM dATP, dCTP, d4dGTP und dTTP. Der
Starter war das synthetische HindIII-Decamer dCCAAGCTTGG
(scheller et al., Science 196, 177-180 [1977]), das auf
der 3'-terminalen Seite um etwa 20-30 Deoxythymidinreste

unter Verwendung der terminalen Deoxynucleotidyl-Trans-
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ferase (Chang et al., Nature 275, 617-624 [1978]) ver-
langert worden war. 100 Einheiten reverser Transkriptase
wurden zugesetzt und das Reaktionsgemisch wurde 30 Minuten
lang bei 42°C inkubiert. Die Synthese des zweiten Stranges
der DNS wurde wie von Goeddel et al. bereits beschrieben
(Nature 281, 544-548 [1979]1) ausgefilhrt. Die doppel-
strdngige cDNS wurde mit 1200 Einheiten S1-Nuklease
wahrend 2 Stunden bei 37°C in 25 mM Natriumacetat (pH
4,5), 1 mM chl2 und 0,3 M NaCl behandelt. Nach Phenol-
extraktion wurde das Gemisch elektrophoretisch an einem
8%igen Polyakrylamidgel aufgetrennt. Durch Elektroelution
wurden etwa 0,5 pg cDNS von 550-1500 Basenpaaren (bp)
erhalten. Ein aliquoter Teil (20 ng) wurde mit Deoxy(C)-
Resten verldngert unter Verwendung terminaler Deoxy-
nucleotidyl~Transferase (Chang et al., supra) und mit 100
ng des Plasmids pBR322, welches mit Deoxyguanosinresten

an der PstI-Spaltstelle (Chang et al., supra) verlingert
worden war, verbunden. Das Gemisch wurde zur Transfor-
mation von E. coli K-12 Stamm 294 nach einem publizierten

Verfahren (Hershfield et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA

71, 3455-3459 [1974]) verwendet.

G. Herstellung von induzierten und nicht induzierten

32P—cDNS—Sonden

5 ug 12S-mRNS wurden mit entweder 2 ug Oligo(dT)lZ_18
oder je 5ug der synthetischen Starter-Pools (Figur 1) in
60 ul 10 mM Tris-HCl (pH 8) und 1 mM EDTH kombiniert.

Die Gemische wurden 3 Minuten gekocht, auf Eis gegeben und
mit 60 ul 40 mM Tris-HC1 (pH 8,3), 40 mM KCl, 16 mM

MgClz, 50 mM B-Mercaptoethanol, 1 mM dATP, 4GTP, d4dTTP und
5 x 107 M (a->2P)dCTP (2000-3000 Ci/mM) bei 0°C versetzt.
Nach Zusatz von 100 Einheiten reverser Transkriptase wurde
30 Minuten lang bei 42°C inkubiert und durch Passage liber

eine 10 ml-Sephadex G-50-Sdule gereinigt. Die Produkte

wurden mit 0,3 N NaOH wahrend 30 Minuten bei 70°C behandelt,

neutralisiert und mit Ethanol gef&llt.
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Die 32P—-cDNSs wurden mit 100 npg Poly(A)-mRNS aus nicht-
induzierten Fibroblasten in 50 ul 0,4M Natriumphosphat
(pH 6,8) und 0,1% Natriumdodecylsulfat (SDS) versetzt.
Die Gemische wurden 5 Minuten auf 98°C erhitzt und 15
Stunden bei 45°C getempert. Durch Chromatographie an
Hydroxyapatit, wie von Galau et al. beschrieben (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74, 1020-1023 [1977]), wurden die DNS-RNS-
Hybride (enthaltend nichtinduzierte cDNS-Sequenzen) von
einstrdngiger DNS (induzierten cDNS-Sequenzen) getrennt.
Die DNS-RNS-Hybride wurden mit Alkali zwecks Entfernung von
RNS behandelt.

H. Screening rekombinanter Plasmide mit 32P—cDNS—

Sonden

Plasmid-DNS-Proben von etwa 1 ug wurden aus indivi-
duellen Transformanten nach einem bekannten Verfahren
(Birnboim et al., Nucleic Acids Res. 7, 1513-1523 [19791])
hergestellt. Die DNS-Proben wurden durch Behandlung mit
EcoRI linearisiert, in Alkali denaturiert und jeweils
auf 3 Nitrocellulosefilter nach der Tiipfelshybridisations-
methode (Kafatos et al., Nucleic Acids Res. 7, 1541-1552
[19791) gebracht. Die Filter wurden mit den 32P—cDNS—Sonden
wahrend 16 Stunden bei 42°C in 50% Formamid, 10 x Denhardt's
Losung (Biochem. Biophys. Res. Comm. 23, 641-646 [19661),
6xSSC, 40 mM Tris-HCl (pH 7,5), 2 mM EDTA und 40 ug/ml
Hefe-RNS hybridisiert. (SSC enthdlt 0,15 M NaCl und 0,015 M
Natriumcitrat, pH 7,0). Die Filter wurden gewaschen mit
0,1 x SSC sowie 2 x 30 Minuten lang bei 42°C mit 0,1% SDS,

getrocknet und der Autoradiographie unterworfen.

I. Konstruktion von Plasmiden filir direkte Expression

von FIF

Die synthetischen Starter I (dATGAGCTACAAC) und II
(ACATGAGCTACAAC) wurden nach der von Goeddel et al., Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 76, 106-110 [1979], beschriebenen Methode

phosphoryliert unter Verwendung von T4-Polynucleotidkinase
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und (Y—32

P)ATP bis zu einer spezifischen Aktivit#t von
700 Ci/mM. Die Starterreparatur wurde folgendermassen
durchgefithrt: 250 pM der 32P—Starter wurden vereinigt mit
8 ug (10 pM) eines 1200 Basenpaare langen HhaI-Restrik-
tionsfragments, das die FIF-cDNS-Sequenz enthielt. Das
Gemisch wurde mit Ethanol prdzipitiert, in 50 ul Wasser
resuspendiert, 3 Minuten gekocht, in Trockeneis-

Ethanol gegeben und mit 50 ul einer LOsung von 20 mM
Tris-HCl (pH 7,5), 14 mM Mgc12, 120 mM Nacl, 0,5 mM

dATP, dCTP, dGTP, ATTP bei 0°C vermischt. Nach Zusatz wvon
10 Einheiten DNS-Polymerase I Klenowfragment wurde 4 1/2
Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Extraktion mit Phenol/
CHCl3 und Restriktion mit PstI wurde das gewilinschte Produkt
an einer 6%igen Polyacrylamidgels&dule gereinigt. Die an-
schliessenden Verkniipfungen erfolgten bei Raumtemperatur
(kohdsive Enden) oder bei 4°C (stumpfe Enden) unter den

von Goeddel et al., supra, angegebenen Bedingungen.

J. Assay filir Interferonexpression in E. coli

Bakterienextrakte flir den Interferon-Assay wurden
folgendermassen hergestellt: 1 ml Kulturen wurden iiber
Nacht in LB (Luria-Bertani) Medium, enthaltend 5 ug/ml
Tetracyclin, gezilichtet und auf 25 ml mit M9-Medium, das
durch 0,2% Glukose, 0,5% Casaminosduren und 5 ug/ml Tetra-
cyclin erginzt war, verdiinnt. 10 ml-Proben wurden zentrifu-
ASSO) den Wert 1,0

erreichte. Die Zellkuchen wurden schnell in Trockeneis-—

giert wenn die Absorption bei 550 nm (

Ethanol gefroren und gekldrte Lysate wurden, wie von Clewell
(supra) beschrieben, hergestellt. Die Interferonaktivitit

in den Ueberstd@nden wurde durch Vergleich mit NIH-FIF-Stand-
ard nach dem CPE-Hemmtest bestimmt. Es wurden 2 verschie-
dene Tests verwendet: (a) WISH-Zellen (humane Amnionzellen)
wurden auf Mikrotiterplatten verteilt. Nach 16-20 Stunden
wurden die Proben zugesetzt und seriell zweifach verdiinnt.
Nach einer Inkubationszeit von mindestens 3 Stunden wurde
Sidbis-Virus zugesetzt. Die Platten wurden nach 20-24

Stunden mit Kristallviolett angefdrbt. (b) MDBK-Zellen
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(aus Rindernieren) wurden ausgesdt unter gleichzeitiger
zweifacher Verdiinnung der Proben. Nach einer Inkubationszeit
von 2-3 Stunden wurden vesikuldre Stomatitisviren zugesetzt
und nach weiteren 16-18 Stunden wurden die Platten mit
Kristallviolett angefdrbt. Um die Stabilitdt bei pH 2 zu
testen, wurden die Bakterienextrakte und Standarde in
Minimalmedium auf eine Konzentration von 1000 Einheiten/ml
verdiinnt. Aliquote Teile von 1 ml wurden mit 1IN HCl auf pH
2 gebracht, 16 Stunden bei 4°C inkubiert und durch Zusatz
von NaOH neutralisiert. Die Interferonaktivitdt wurde nach
dem CPE-Hemmtest unter Verwendung menschlicher Amnionzellen
bestimmt. Um antigenische Identitdt herzustellen, wurden
aliquote Teile (25 ul) der 1000 Einheiten/ml enthaltenden
Interferon-proben (unbehandelt) 60 Minuten lang bei 37°C
mit 25 pwl Kaninchen-Anti-Human-Leukozyten~Interferon inku-
biert, 5 Minuten mit 12000 x g zentrifugiert und der
Ueberstand getestet. FIF- und LIF-Standarde wurden vom NIH
erhalten. Kaninchen-Anti-Human-Leukozyten~-Interferon wurde

vom National Institut of Allergy and Infectious Diseases

erhalten.
K. Synthese von Starterpools, die komplementir sind zu
FIF-mRNS

Von der bekannten aminoterminalen Aminosduresequenz
des Human-Fibroblasten-Interferons wurden die 24 mdglichen
mMRNS-Sequenzen, die fiir die Kodierung der ersten 4 Amino-
sduren in Frage kommen, abgeleitet. Die theoretisch mdgli-
chen 24 komplementdren Deoxyoligonucleotide wurden in 6
Pools zu je 4 Dodecameren synthetisiert (Figur 1). Die
Synthese erfolgte nach der modifizierten Phosphotriester-
Methode in LOsung und an Festphasen (Crea et al., supra).

Die grundlegende Strategie beruhte auf der Umsetzung zweier

3'-geschiitzter Trimerer mit einem Ueberschuss eines einzelnen

5'-geschiitzten Trimeren zu einem Pool von 2 Hexameren, die
beide gleich stark vertreten waren. Die Kupplung von 2 Pools,
die jeweils 2 Hexamere enthielten, lieferte dann einen

Pool mit 4 Dodecameren.
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L. Identifizierung von FIF-cDNS-Klonen

Unter Verwendung von 12S-mRNS aus induzierten Human-
Fibroblasten (1000 Einheiten Interferon-Aktivitdt/ug im
Oocytentest) wurde doppelstridngige cDNS hergestellt und
in das Plasmid pBR322 an der PstI-Restriktionsstelle nach
der Standard dG:dC-Tailing-Methode, wie von Chang et al.
(supra) beschrieben, eingefiigt. Eine FIF-cDNS-Bibliothek
aus 30000 Ampicillin-empfindlichen, Tetracyclin-resistenten
Transformanten von E. coli K-12 Stamm 294 wurde aus 20 ng
cDNS, enthaltend 550-1300 Basenpaare, angelegt. Aus 600 der
Transformanten wurde Plasmid-DNS hergestellt und auf 3
Sdtze von Nitrocellulosefiltern, wie oben beschrieben, ge-
bracht.

Die Methode zur Identifizierung hybrider Plasmide,
die FIF-cDNS-Sequenzen enthielten, dhnelte der, die
angewandt wurde zur Identifizierung entsprechender
hybrider Plasmide mit LIF-cDNS Sequenzen (Goeddel et al.,
Nature 287, 411-416 [1980]). Radiomarkierte cDNS-Hybri-
disierungssonden wurden hergestellt unter Verwendung von
entweder den 24 synthetischen Dodecameren oder von Oligo
(dT)12—18 als Starter und 12S-RNS aus induzierten Fibro-
blasten (5000 Einheiten/ug im Oocytentest) als Matrize.
Die erhaltenen 32P-cDNSS (spezifische Aktivitdt > 5 x 108
cpm/ug) wurden mit einem grossen Ueberschuss an mRNS,
aus nicht induzierten Human-Fibroblasten isoliert, hybridi-
siert und die mRNS-cDNS-Hybride wurden von nicht umge-
setzter cDNS mittels Chromatographie an Hydroxyapatit
(Galau et al., supra) abgetrennt. Die einstringigen cDNS-
Fraktionen sollten angereichert sein mit Sequenzen, die
in induzierten Fibroblasten vorhanden, in nicht-induzierten
Zellen aber abwesend sind, und die mRNS-cDNS Hybride sollten
Sequenzen darstellen, die sowohl in induzierten wie nicht-
induzierten Zellen vorkommen. Etwa 4 x 106 cpm einstrangige
cDNS (Hybridisierungssonde A) und 8 x 106 cpm cDNS-mRNS-
Hybride wurden unter Verwendung der mit Oligo (dT)

12-18 9¢°
starteten cDNS erhalten, wdhrend von der mit den synthe-
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tischen Dodecamerpools 1-6 gestarteten cDNS 1,5 x 106 cpm
einstrangige cDNS (Hybridisierungssonde B) und 1,5 x 10° cpm
Hybride erhalten wurden. Die cDNS-mRNS-Hybride aus beiden
Fraktionierungen wurden vereinigt, die RNS durch Behandlung
mit Alkali hydrolysiert und die 32P-—cDNS wurde als Hybridi-
sierungssonde C verwendet. Viele der 600 Plasmidproben
hybridisierten sowohl mit der Sonde A wie mit der Sonde C,
was darauf hinwies, dass die Hybridisierungsreaktionen
zwischen nicht induzierter mRNS und °2P-cDNS (vor der
Hydroxyapatitfraktionierung) nicht vollstdndig verlaufen
waren. Nur 1 der 600 Plasmide (pF526) hybridisierte stark
mit der speziell gestarteten, induzierten cDNS-Sonde B
(Figur 2). Plasmid pF526 hybridisierte auch mit der Oligo
(dT)12—18 gestarteten, induzierten cDNS-Sonde A und lieferte
keine nachweisbare Hybridisierung mit der kombinierten

nicht-induzierten Sonde C.

PstI-Behandlung mit pF526 zeigte, dass der klonierte
cDNS-Abschnitt etwa 550 Basenpaare lang war, wahrscheinlich
zu kurz, um den gesamten kodierenden Bereich fiir Fibro-
blasten-Interferon zu enthalten. Daher wurde eine 32P-
markierte DNS Sonde aus diesem PstI-Fragment hergestellt
mittels DNS-Starter aus Kédlberthymus (Taylor et al., supra).
Diese Sonde wurde gebraucht, um 2000 einzelne Kolonien
einer neu hergestellten Fibroblasten-cDNS-Bibliothek zu
screenen. Die neue cDNS-Bibliothek wurde unter Verwendung
von 1253-mRNS aus induzierten Fibroblasten mit einem Titer
von 6000 Einheiten/ml im Oocytentest hergestellt. 16 Klone
hybridisierten mit der Sonde. Die aus der Mehrzahl dieser
Klone gewonnenen Plasmide lieferten bei Spaltung mit PstI
2 Fragmente, d.h. sie besassen eine interne PstI-Spalt-
stelle. Klon pFIF3 enthielt den lingsten cDNS-Abschnitt
von etwa 800 Basenpaaren. Die DNS-Sequenz dieses Abschnitts
wurde nach der Maxam-Gilbert Methode (supra) bestimmt und
ist in Figur 3 gezeigt. Die Aminosduresequenz des Human-
Fibroblasten-Interferons, die aus der Nucleotidsequenz vor-
hergesagt wurde, ist mit der kiirzlich von Taniguchi et al.

(Gene 10, 11-15 [1980]) sowie von Derynck et al. (supra)
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beschriebenen identisch. Es wird zundchst eine Prdsequenz
oder ein Signalpeptid von 21 Aminosduren kodiert, dann

eine Aminosaduresequenz von 166 Aminosduren, die das reife
Interferon darstellen. Schliesslich folgen 196 nicht iiber-
setzte Nucleotide und ein Poly(A)-Schwanz. Die 20 amino-
terminalen Aminosauren des reifen FIF sind direkt bestimmt
worden durch Sequenzierung und stimmen iiberein mit der aus

der DNS-Sequenz vorhergesagten Sequenz.

M. Direkte Expression von Fibroblasten-Interferon

Um eine moglichst hohe Expression von reifem Fibro-
blasten-Interferon in E. coli zu erhalten, sollte der Start
der Proteinsynthese am ATG-Codon des reifen Polypeptids
(Aminosdure 1) und nicht am ATG~Codon des Signalpeptids

(Aminosdure S1) stattfinden (Figur 3).

Wie die das Signalpeptid kodierende Region aus dem
Plasmid pFIF3 entfernt wurde ist in Figur 4 dargestellt.
Ein DNS-Fragment aus 1200 Basenpaaren, das den gesamten,
FIF kodierenden cDNS Abschnitt enthielt, wurde nach Be-
handlung von pFIF3 mit Hhal an einem Polyacrylamidgel
isoliert. Zwei synthetische Deoxyoligonucleotidstarter,
dATGAGCTACAAC(I) und ACATGAGCTACAAC(II) wurden hergestellt.
Beide Starter enthalten die die ersten 4-Aminosdure des
reifen Fibroblasten-Interferons kodierenden Sequenzen und
Starter IT besitzt zusdtzlich ein C am 5'-Ende. Starter-

reparatur und anschliessende Verkniipfungen wurden fiir jeden

der beiden Starter I und II getrennt durchgefiihrt und lieferten

nahezu identische Resultate. Es werden daher hier nur die
Reaktionen mit dem Starter I im Detail beschrieben. Die
Starter wurden 5'-radiomarkiert unter Verwendung von (Y—32P)
ATP und T4 Polynucleotidkinase und mit dem 1200 Basenpaare
enthaltenden HhaI-DNS-Fragment kombiniert. Das Gemisch

wurde durch Erhitzen denaturiert. Nach Hybridisierung des
Starters an das denaturierte HhaI-DNS-Fragment, wurde die
Reparatur des oberen (+)-Stranges mit E. coli-DNS-Polymerase

I Klenowfragment (Klenow et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
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65, 168-175 [1969]) katalysiert (Figur 4). Gleichzeitig

wird durch die 3! » 5'-Exonucleaseaktivitit des Klenow-

fragments das in 3'-Richtung vorragende Ende des unteren
(-)-Stranges entfernt unter Schaffung eines glatten

Endes. Die Analyse des Reaktionsgemischs durch Polyacryl-
amidgelelektrophorese zeigte, dass die Reparatur nicht
vollstandig war sondern an verschiedenen bestimmten Stellen
aufgehdrt hatte. Daher wurde das gesamte Reaktionsgemisch
mit PstI behandelt und das gewlinschte 141 Basenpaare-ent-
haltendes Fragment (180000 Cerenkow cpm; ca. 0,3 pM)

wurde durch Polyacrylamidgelelektrophorese gereinigt (Figur
5). Die Bindung dieses Fragments an 1 ug (ca. 4 pM) des

363 Basenpaare-enthaltenden PstI-BglII-Fragments, das aus
PFIF3 isoliert wurde, mit anschliessender BglII-Behandlung,
lieferte etwa 30 ng (ca. 0,1 pM, 50,000 Cerenkow cpm)

des 504 Basenpaare-enthaltenden DNS-Fragments, das die
gesamté reifes Fibroblasten-Interferon kodierende Sequenz
enthielt. Dieselben Reaktionen mit dem Starter II lieferten
etwa 50 ng (ca. 0,15 pM, 83,000 Cerenkow cpm) des 505

Basenpaare-enthaltenden Produkts.

Die Konstruktion von Plasmiden, die die Synthese
von Human-Fibroblasten-Interferonen lenken, ist in Figur 6
dargestellt. Es wurden verschiedene Plasmide konstruiert,
die die FIF-Synthese unter die Kontrolle von E. coli Tac-
oder Trp-Promotor-Operatorsystemen brachte. Diese beiden
Systeme haben sich bereits als geeignet fiir die direkte
Expression von Eukaryoten-Genen in E. coli erwiesen:
humanes Wachstumshormon wurde unter Verwendung des Lac-
Systems (Goeddel et al., Nature 281, 544-548 [1979]) syn-
thetisiert, wdhrend Human-Leukozyten-Interferon in hohen
Ausbeuten unter Verwendung des Trp-Systems erhalten wurde
(Goeddel et al., Nature 287, 411 [1980]).

PBRH-trp wurde mit EcoRI behandelt und das erhaltene
Fragment wurde durch PAGE und Elektroelution isoliert.
EcoRI-behandeltes Plasmid pSomll (Itakura et al., Science
198, 1056-1063 [1977]); brit. Patentpublikation Nr. 2007676

A)
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wurde mit dem obigen Fragment kombiniert. Das Gemisch

wurde mit T4 DNS-Ligase behandelt und die erhaltene DNS zur
Transformation von E. coli K-12 Stamm 294 in der bereits
beschriebenen Weise verwendet. Die transformierten Bakterien
wurden auf Grund ihrer Ampicillinresistenz selektioniert
und nach der Koloniehybridisationsmethode von Grunstein

et al. (supra) getestet, wobei das obige, aus pBRHtrp
isolierte Fragment, das den Trp-Promotor-Operator enthielt
und mit P32 radioaktiv markiert war, als Sonde verwendet
wurde. Die Plasmid-DNS verschiedener im Koloniehybridisa-
tionstest positiver Kolonien wurde isoliert und die Orien-
tierung der eingefligten Fragmente wurde durch Restriktions-
analyse mit den Enzymen BglII und BamHI bestimmt. E. coli
294 mit dem Plasmid pSOM7A2, das das Trp-Promotor-Operator-—
Fragment in der gewiinschten Orientierung enthielt, wurde in
LB-Medium, enthaltend 10 ug/ml Ampicillin, geziichtet. Man
liess die Zellen bis zu einer optischen Dichte von 1

(bei 550 nm) wachsen, zentrifugierte und suspendierte in
M9-Medium bei 10-facher Verdiinnung. Die Zellen wurden noch-
mals 2-3 Stunden zu einer optischen Dichte 1 wachsen ge-
lassen, dann lysiert und das gesamte Zellprotein wurde
durch SDS-Harnstoff (15%) PAGE (Maizel et al., Methods
Virol. 5, 180-246 [1971]) analysiert.

Das Plasmid pBR322 wurde mit HindIII behandelt und
die vorstehenden HindIII-Enden wurden mit S1-Nuclease
entfernt. Fiir letztere Reaktion wurden 10 ug HindIII-
gespaltenes pBR322 in 30 ul Sl-Puffer (0,3 M NaCl, 1 mM
ZnClZ, 25 mM Natriumacetat, pH 4,5) mit 300 Einheiten
S1-Nuclease 30 Minuten lang bei 15°C behandelt. Die Reaktion
wurde beendet durch Zusatz von 1 ul 30 x S1-Nuclease-Stop-
16sung (0,8 M Trisbase, 50 mM EDTA). Das Gemisch wurde
mit Phenol und anschliessend mit Chloroform extrahiert,
mit Ethanol gefdllt und schliesslich mit EcoRI, wie be-
reits beschrieben, behandelt. Nach PAGE und Elektroelution
wurde das grosse Fragment (1) erhalten, das ein EcoRI
kohdsives Ende und ein stumpfes Ende, dessen kodierender

Strang mit Thymidin beginnt, besitzt.
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Das Plasmid pSom7A2 wurde mit BglII behandelt und die
resultierenden kohdsiven Enden wurden mittels Klenow-Poly-
merase I unter Verwendung aller 4 Deoxynucleotidtriphos-
phate doppelstrdngig gemacht. Spaltung mit EcoRI sowie
PAGE und Elektroelution lieferten ein kurzes lineares
DNS-Fragment (2), das den Tryptophan-~-Promotor-Operator
enthielt sowie Codons der LE' "proximalen" Sequenz strom-
aufwdrts von der BglII-Spaltstelle ("LE' (p)"). Dieses
Fragment besass ein kohdsives EcoRI-Ende und ein stumpfes
Ende, das von der Auffiillung der BglII-Spaltstelle her-
rithrte. Aus den beiden Fragmenten (1) und (2) wurde
mit Hilfe von T4—DNS—Ligase das Plasmid pHKY 10 gebildet,
mit dem kompetente E. coli Stamm 294-Zellen transformiert

wurden.

Das Plasmid pGMI trdgt das E. coli-Tryptophan-Operon
mit der Deletion ALE1413 (Miozzari et al., J. Baterio-
logy 133, 1457-1466 [1978]) und exprimiert daher ein Fu-
sionsprotein mit den ersten 6 Aminosduren des Trp-Leaders
und etwa dem letzten Drittel des Trp E-Polypeptids (im fol-
genden LE' genannt), sowie dem vollstdndigen Trp D-Polypeptid,
und zwar unter der Kontrolle des Trp-Promotor-Operator-
Systems. Das Plasmid (20 ug) wurde mit dem Restriktions-
enzym PvulIl an 5 Stellen gespalten. Die Genfragmente
wurden dann mit EcoRI-Verbindungssequenzen (bestehend aus
einer selbstkomplementdren Polynukleotidsequenz
PCATGAATTCATG) kombiniert, um eine EcoRI-Spaltstelle fiir das
spidtere Klonieren in ein Plasmid mit einer solchen EcoRI-
Spaltstelle zu schaffen. Die 20 ug der aus pGM1l erhaltenen
DNS-Fragmente wurden mit 10 Einheiten T4 DNS-Ligase in
Gegenwart von 200 pMol des 5'-phosphorylierten synthetischen
Oligonucleotids pCATGAATTCATG in 20 ul T4 DNS-Ligase-Puffer
(20 mMol Tris, pH 7,6, 0,5 mMol ATP, 10 mMol MgCl,, 5 mMol
Dithiothreit) bei 4°C iber Nacht behandelt. Die L&sung
wurde dann 10 Minuten auf 70°C erwdrmt. Die Verbindungsse-
quenzen wurden mit EcoRI gespalten und die Fragmente, die

nun EcoRI-Enden enthielten, wurden mittels 5% Polyacrylamid-
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gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt. Die drei grdssten
Fragmente wurden aus dem Gel isoliert. Dazu wurde zundchst
mit Ethidiumbromid angefdrbt, die lokalisierten Fragmente
wurden unter UV-Licht ausgemacht und die betreffenden
Regionen aus dem Gel herausgeschnitten. Jedes Gelfragment
wurde mit 300 Microliter 0,1 x TBE in eine Dialysetasche
gebracht und wdhrend 1 Stunde in 0,1 x TBE-Puffer der
Elektrophorese bei 100 Volt ausgesetzt (TBE-Puffer enthdlt:
2EDTA in 1

Liter H20). Die wassrige LOsung wurde gesammelt, mit

10,8 g Tris-Base, 5,5 g Borsaure, 0,09 g Na

Phenol extrahiert, mit Chloroform extrahiert und 0,2M an
Natriumchlorid gemacht. Die DNS wurde nach Ethanolfdllung
in widssriger LOsung erhalten. Das den trp-Promoter-Operator
enthaltende Gen mit EcoRI kohdsiven Enden wurde nach der

im folgenden beschriebenen Methode identifiziert, die

darin besteht, dass man Fragmente in ein Tetracyclin-empfind-

liches Plasmid einbaut, die durch Einbau eines Promotor-

Operators Tetracyclin-resistent werden.

Das Plasmid pBRHI (Rodriguez et al., Nucleic Acids
Res. 6, 3267-3287 [1979]) exprimiert Ampicillinresistenz
und enthdlt das Gen fiir Tetracyclinresistenz, aber, weil
kein zugehdriger Promoter existiert, exprimiert diese
Resistenz nicht. Das Plasmid ist daher Tetracyclin-
empfindlich. Durch Einfiligung eines Promoter-Operator-
Systems an der EcoRI-Spaltstelle kann das Plasmid Tetra-

cyclin-resistent gemacht werden.
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PBRH1 wurde mit EcoRI behandelt und das Enzym durch
Phenolextraktion und Chloroformextraktion enfernt. Das
nach Ethanolprédzipitation in Wasser erhaltene DNS-=Molekiil
wurde in getrennten Reaktionsgemischen kombiniert mit Jedem
der drei DNS-Fragmente, die oben erhalten wurden und mit TM
DNS-Ligase,wie bereits beschrieben,verbunden. Die DNS des
Reaktionsgemischs wwde zur Transformation kompetenter E. coli
K-12 Stamm 294-Organismen nach Standardmethoden (Hershfield
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 71, 3455-3459 [1974])
verwendet. Die Bakterien wurden auf LB (Luria-Bertani) -
Platten gebracht,die 20 ug/ml Ampicillin und 5 pg/ml Tetra-
cyclin enthielten. Es wurden verschiedene Tretacyclin-resti-
stente Kolonien ausgewidhlt, die Plasmid-DNS isoliert und das
Vorhandensein des gewlinschten Fragmentes durch Restriktions-

enzymanalysen bestdtigt. Das entstandene Plasmid wurde
PBRHtrp genannt.

Ein EcoRI und BamHI Digestionsprodukt des Genoms des
Hepatitis B-Virus wurde nach bekannten Methoden erhalten und
in die EcoRI und BamHI Spaltstellen des Plasmids pGH6 einge-
figt (Goeddel et al., Nature 281, 544 [1979]), wodurch das
Plasmid pHS32 entstand. Das Plasmid pHS32 wurde mit Xbal ge-
spalten, mit Phenol extrahiert, mit Chloroform extrahiert und
der Ethanolprizipitation unterworfen. Es wurde dann mit 1 Bl
E. coli DNS-Polymerase I, Klenow Fragment (Boehringer-Mannheim)
in 30 pl Polymerase-Puffer (50 mM Kaliumphosphat, pH 7.4, 7 mM
MgClz, 1 mM 8-Mercaptoethanol),enthaltend 0,1 mM dTTP und 0,1
mM dCTP, wihrend 30 Minuten bei 0°C und 2 Stunden bei 37°C be-
handelt. Durch diese Behandlung wurde die Xbal Spaltstelle
folgendermassen verdndert :

’

51 CTAGA — 51 CTAGA —
——
3 T— 3 TCT —

Dieser linears Rest des Plasmids pHS32 (nach Phenol- und
Chloroform-Extraktion und Ethanolpridzipitation in Wasser) wurde

mit EcoRI gespalten. Das grosse Plasmidfragment wurde vom
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kleinen EcoRI-XbaI-Fragment abgetrennt durch PAGE und nach
Elektroelution isoliert. Dieses DNS-Fragment von pHS32 (0,2
ug) wurde unter #Zhnlichen Bedingungen wie den obenbeschrie-
benen an das EcoRI-TaqI-Fragment des Tryptophanoperons (etwa

0,01 ug) aus pBRHtrp gebunden. Dabei geschieht folgendes:

-~ T CTAGA--- --TCTAGA-~

-~ acc * TCT--- »  -AGCTCT--

mit der ungewdhnlichen Basenpaarung T-C. Ein Teil des Reak-
tionsgemisches wurde in E. coli 294-Zellen transformiert,
hitzebehandelt und auf LB-Platten, die Ampicillin enthielten,
gebracht. Es wurden 24 Kolonien ausgewihlt, in 3 ml LB-Mediunm
aufgezogen und das Plasmid isoliert. Es wurde festgestellt,
dass sechs davon die Xbal-Spaltstellen im E. coli durch kata-
lysierte DNS-Ausbesserung und Replikation Pegeniert hatten in
folgender Weise:

- TCTAGA - —TCTAGA -
-
— AGCTCT - : ~ AGATCT -

Diese Plasmide konnten auch mit EcoRI und Hpal gespalten wer-
den und lieferten die erwarteten Restriktionsfragmente. Ein
Plasmid, pTrpll bezeichnet, wurde flir die Expression heterolo-
ger'Peptide, wie im folgenden beschrieben, verwendet.

Das Plasmid pHGH 107 (Goeddel et al., Nature 281, 54k,
[1979]) enth&lt ein Gen fiir das menschliche Wachstumshormonl
bestehend aus 23 synthetisch hergestellten Aminosidurecodons
und 153 Aminosdurecodons,die von cDNS Uber reverse Transcrip-
tion der mRNS erhalten wurde. Dieses Gen, obgleich es den
Codon der Présequenz des menschlichen Wachstumshormons nicht
enthdlt, besitzt ein ATG-Translations-Startcodon. Das Gen
wurde aus 10 pug pHGH 107 isoliert nach Behandlung mit EcoRI
und E. coli DNA Polymerase I Klenow-Fragment,6sowie dTTP und
dATP wie oben beschrieben. Nach Phenol- und Chloroform-
extraktion sowie Ethanolprizipitation wurde das Plasmid mit
BamHI behandelt.
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Das das HGH-Gen enthaltende Fragment wurde durch
PAGE und Elektroelution isoliert. Das erhaltene DNS-Frag-
ment enthdlt auch die ersten 350 Nukleotide des Tetra-
cyclineresistenz-verleihenden Strukturgens,aber es fehlt ihm
das Tetracyclin Promoter-Operator-System, so dass, wenn es
anschliessend in ein Expressionsplasmid kloniert wird, die-
jenigen Plasmide, die diesen Abschnitt enthalten, durch die
wiedergewonnene Tetracyclinresistenz identifiziert werden
kénnen. Weil das EcoRI-Ende des Fragments aufgefiillt wurde
nach dem Klenow-Polymerase I -Verfahren, hat das Fragment
ein stumpfes Ende und ein  koh&sives Ende, wodurch die rich-

tige Orientierung gesichert ist, wenn es spidter in ein Expres-
sionsplasmid eingefligt wird.

Als n&chstes wurde das Plasmid pTrplh fiir den Empfang
des das HGH-Gen enthaltende Fragment, das oben hergestellt
wurde, vorbereitet. pTrpld wurde mit Xbal behandelt und die
entstehenden kohisiven Enden wurden nach dem Klenow-Poly-
merase I-Verfahren unter Verwendung von dATP, dTTP, dGTP und
dCTP aufgefiillt. Nach Phenol- und Chloroform-Extraktion so-
wie Ethanolprdzipitation wurde die erhaltene DNS mit BamHI
behandelt und das entstandene gross Plasmidfragment wurde
durch PAGE und Elektroelution eluiert. Dieses Fragment besass
ein stumpfes und ein kohisives Ende und erlaubte die Rekombi-
nation in der richtigen Richtung mit dem das HGH-Gen enthal-

tenden Fragment, dessen Herstellung oben beschrieben wurde.

Das das HGH-Gen enthaltende Fragment und das pTrpil
AXba-BamHI-Fragment wurden kombiniert und miteinander verbun-
den unter &hnlichen Bedingungen wie diejenigenldiervorstehend
beschrieben sind. Durch die Verbindung der aufgefiillten Xbal-

und EcoRI-Enden wurden die XbaI- und EcoRI-Restriktionsstellen
wieder hergestellt:

Xbal aufgefiillt EcoRI aufgefiillt HGH-Gen-Anfang
-TCTAG AATTCTATG- —ﬂCTAdAATTCTATG-
+ —_—

-AGATC TTAAGATAC- ~AGATCTTAAGATAC-

Xbal EcoRI
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Bﬁfch diese Konstruktion wurde auch das Tetracyclinresistenz-
Gen wiederhergestellt. Weil das Plasmid pHGH 107 Tetracyclin-
resistenz von einem Promoter, der stromaufwidrts vom HGH-Gen
(Lac-Promotor) liegt, exprimiert, erlaubt das vorstehend -
5 konstruierte Plasmid, bezeichnet pHGH 207, die Expression
des Gens fir Tetracyclinresistenz unter der Kontrolle des
Tryptophan-Promotor-Operators. Das erhaltene Gemisch wurde
in E. coli 294 transformiert und die Kolonien wurden auf LB-
Platten, die 5 pg/ml Tetracyclin enthielten, selektioniert.
10
Das Plasmid pHGH 207 wurde mit EcoRI behandelt und
das den Trp-Promotor enthaltende Fragment wurde mittels
PAGE und Elektroelution isoliert. Das Plasmid pBRH1 wurde
mit EcoRI behandelt und die Spaltstellen mit bakterieller
15 alkalischer Phosphatase (BAP, 1 ug, in 50 mM Tris, pH 8,
und 10 mM MgClZ) 30 Minuten lang bei 65°C behandelt,
um die Phosphatgruppen an den vorstehenden EcoRI-Enden
zu entfernen. Ueberschiissige bakterielle alkalische Phos-
phatase wurde durch Phenolextraktion, Chloroformextraktion
20 und Ethanol-F&dllung entfernt. Infolge der an den iber-
stehenden Enden fehlenden Phosphatgruppen kann das erhal-
tene lineare DNS-Fragment sich nicht selbst zu einem
Kreis schliessen sondern nur mit solchen anderen DNS-

Fragmenten reagieren, deren kohdsive Enden phosphoryliert
25 sind.

Das EcoRI-Fragment aus pHGH 207 wurde mit dem aus

PBRH1 erhaltenen linearen DNS—Ffagment in Gegenwart von
T4—Ligase wie vorstehend beschrieben verbunden. Ein Teil

30 des erhaltenen Gemischs wurde zur Transformation von E. coli
Stamm 294 in der vorstehend beschriebenen Weise verwendet.
12 Tetracyclin-resistente Kolonien wurden selektioniert
(LB-Medium mit einem Gehalt von 5 ug/ml Tetracyclin).
Aus jeder Kolonie wurde Plasmid-DNS isoliert und durch

35 Behandlung mit EcoRI und XbaI auf das Vorhandensein des
gewlinschten DNS-Abschnitts untersucht. Ein Plasmid, das

den gewlinschten Abschnitt enthielt, wurde pHKY1l bezeichnet.



10

15

20

25

30

35

- 26 -

Das Plasmid pHKY10 ist ein Derivat von pBR322, das
eine BglII-Spaltstelle zwischen dem Tetracyclinresistenz
(TCR)—Promotor und dem Strukturgen enthdlt. Das grosse
DNS-Fragment, das nach Behandlung von pHKY10 mit PstI und
BglII isoliert wurde, enthdlt daher einen Teil des Ampicillin-
resistenz (ApR)—GenS und das gesamte TcR—Strukturgen aber
nicht den TCR—Promotor (Figur 6). Das Plasmid pGH6 (Goeddel
et al., Nature 281, 544-548 [1979]) wurde mit EcoRI be-
handelt, die einstrangigen Enden wurden mit DNS-Polymerase
I aufgefiillt und das Plasmid wurde mit PstI gespalten.

Das kleine Fragment, enthaltend einen Teil des ApR—Gens,
einen doppelten Lac-Promotor und die Lac-Ribosomenbindungs-
stelle, nicht aber den ATG-Startcodon, wurde isoliert. Ein
dhnliches Trp-Promotor-Fragment, das die Trp-Leader-Ribo-
somenbindungsstelle enthdlt, nicht aber eine ATG-Sequenz
(Goeddel et al., Nature 287, 411-416 [19801), kann aus

PHKY1 isoliert werden.

Das soeben erwdhnte Trp-Fragment ist ein analoges
des E. coli-Tryptophan-Operons, aus dem der sogenannte
Trp-Attenuator entfernt wurde (Miozzari et al., J. Bact.
133, 1457-1466 [1978]), um die Expression kontrolliert zu
erhdhen. Expressionsplasmide, die das modifizierte Trp-
Regulon enthalten, konnen bis zu vorgegebenen Konzentra-
tionen in einem Ndhrmedium, das genligend zusdtzliches
Tryptophan enthdlt um das Promotor-Operator-System zu
unterdriicken, geziichtet werden. Entzug des Trypto-
phans, wodurch der Promotor-Operator in Aktion tritt,

bewirkt die Expression des gewlinschten Produktes.

Die Expressionsplasmide kdnnen zusammengesetzt wer-
den iiber 3-stufige Verbindungsschritte, wie in Figur 6
gezeigt. 15 ng (0,05 pM) des FIF-Gens (504 bzw. 505 Basen-
paare), 0,5 ug (0,2 pM) des grossen PstI-BglII-Fragments
von pHKY10 und 0,2 ug (0,3 pM) des geeigneten Promotor-
fragments wurden miteinander verbunden und das Gemisch
wurde verwendet zur Transformation von E. coli 294 (Goeddel

et al., Nature 287, 411-416 [1980]). Aus den einzelnen
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Transformanten wurde Plasmid-DNS isoliert und mittels
Restriktionsenzymen analysiert. Bei korrekter Verbindung
des FIF-Gens mit dem Promotorfragment wird die EcoRI
(Lac)- oder die Xbal (Trp)-Erkennungssequenz wieder herge-

5 stellt. Die iiberwiegende Zahl der Plasmide lieferten das
erwartete Restriktionsmuster. Einzelne Klone wurden hoch-
gezichtet (12 mit dem Trp-Promotor und 12 mit dem Lac-
Promotor). Flir den Interferon-Assay wurden aus ihnen Extrakte,
wie bereits beschrieben, hergestellt.

10

Im CPE-Hemmtest auf menschlichen Amnionzellen (WISH)

waren 5 Trp-Transformanten positiv (alle etwa gleich
stark) und 11 der Lac-Transformanten zeigten Hquivalente
Interferonaktivitdten. Daher wurde aus jeder Serie ein

15 Transformant flir die weiteren Untersuchungen ausgesucht
(pFIFac9 und pFIFtrp69, Tabelle 1). Die DNS-Sequenzanalyse
bestdtigte, dass in beiden Fdllen die gewiinschte Ver-

knlipfung des Promotors an das FIF-Strukturgen stattge-
funden hatte.

20
Tabelle 1. Interferon-Aktivitdt in Extrakten von
E. coli
E. coli K-12 IF-Aktivitat |
95 |Stamm 294 Zelldichte (E/1 FIF Molekiile
transformiert (Zellen/ml) Kultur) pro Zelle
mit
pBR322 3,5 x 10° - -
30| pFIFlacy 3,5 x 10° 9,0 x 10° 2,250
PFIFtrp69 3,5 x 108 1,8 x 10/ 4,500
pFIFtrp 69 | 3,5 x 10° 8,1 x 10/ 20,200
35 Die Zlichtung der Zellen und die Herstellung der Ex-

trakte erfolgte in der oben angegebenen Weise. Die mensch-
liche Amnionzellinie (WISH) wurde fiir den CPE-Hemmtest ver-

wendet. Die angegebenen Aktivititen sind Mittelwerte aus 3
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unabhdngigen Versuchen. Um die Anzahl der Interferonmolekiile
pro Zelle zu bestimmen, wurde eine spezifische FIF-Aktivitdt

von 4 x 108 Einheiten/mg verwendet (XKnight, supra).

5 Die mit pFIFlac9 und pFIFtrp69 erhaltenen FIF-Mengen
sind in Tabelle 1 wiedergegeben. Der Trp-Promotor lieferte
eine hdhere Expression als der Lac-Promotor. Um die FIF-
Expression weiter zu erhShen, wurde pFIFtrp69 mit EcoRI
gespalten und zwei 300 Basenpaar-lange EcoRI-Fragmente,

10 die den Trp-Promotor enthielten (Goeddel et al., Nature
287, 411-416 [19801]1), wurden eingefiigt. Das erhaltene
Plasmid, pFIFtrp369, enthdlt drei aufeinanderfolgende
Trp-Promotoren, die in Richtung des FIF-Gens orientiert sind.
Die von E. coli K-12 Stamm 294/pFIF trp369 produzierte

15 FIF-Menge ist vier- bis filinfmal so gross wie die von E. coli
K-12 Stamm 294/pFIFtrp69 produzierte (Tabelle 1). Das
von E. coli K-12 Stamm 294/pFIFtrp69 hergestellte FIF
verhdlt sich wie authentisches Human-FIF. Wie aus Tabelle
2 ersichtlich ist, ist seine antivirale Aktivitit etwa 30mal

20 grosser bei menschlichen Zellen als bei Rinderzellen.
Zusdtzlich ist das bakteriell hergestellte FIF bei pH 2
iiber Nacht stabil und wird nicht durch Kaninchen-Anti-
Human-Leukozyten-Interferon-AntikOrper neutralisiert
(Tabelle 3).

25
Tabelle 2. Interferon-Aktivitdten verschiedener
Zelltypen

30 Interferon-Aktivitdt (E/ml)

Zellen LelF FIF - E. coli K-12 Stamm
294/pFIFtrp69-Extrakt

Amnion (human) 20,000 10,000 1280

a5 Niere (Rind) 13,000 400 40
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Tabelle 3. Vergleich der Interferon-Aktivitaten aus

Extrakten von E. coli K-12 Stamm 294/pFIFtrp69

mit Human-LeIF- und -~-FIF-Standard

Interferon-Aktivitit (E/ml)
LelIF FIF E. coli K~-12 Stamm
294/pFIFtrp69

unbehandelt {1000 1000 1000
pH 2 1000 1000 1000
Kaninchen-anti- '
Human-LeIF-Anti-
korper 16 1000 1000

LeIF und FIF sind NIH-Standardldsungen mit 20,000
bzw. 10,000 Einheiten/ml.

N. Reinigung

Bakteriell hergestelltes Fibroblasten-Interferon wird

folgendermassen gereinigt:

1. Die gefrorenen Zellen werden in der 12-fachen Menge
(v/w) eines Saccharosepuffers (100 mM Tris-HCl, 10%
Saccharose, 0,2 M NaCl, 50 mM EDTA, 0,2 mM PMSF
[Phenylmethylsulfonylchloridl, pH 7,9), enthaltend 1 mg/ml
Lysozym, suspendiert. Die Zellsuspension wird 1 Stunde

bei 4°C geriihrt und zentrifugiert. Die Fibroblasten-

Interferonaktivitdt findet sich im Ueberstand.

2. Der mit Ultraschall behandelte Ueberstand wird mit
5%igem Polyethylenimin (v/v) bis zu einer Endkonzentration
von 0,5% (v/v) versetzt. Die Ldsung wird 1 Stunde bei

4°C geriihrt und dann zentrifugiert. Die Interferonaktivitidt

verbleibt im Ueberstand.

3. Der Ueberstand wird mit festem Ammoniumsulfat bis zu

einer Endkonzentration von 50% versetzt, 30 Minuten bei
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4°C geriihrt und zentrifugiert. Die Interferonaktivitidt be-

findet sich im Niederschlag.

4. Der Ammoniumsulfatniederschlag wird in PBS (20 mM
Natriumphosphat, 0,15 M NaCl, pH 7,4) suspendiert und
zwar in einem Volumen, das halb so gross ist wie das der
50%igen Ammoniumsulfat-Suspension. Es wird Polyethylen-
glykol 6000 (50%, w/v, in PBS) zugesetzt bis zu einer
Endkonzentration von 12,5% (v/v), 2 Stunden bei 4°C ge-
rihrt und zentrifugiert. Die Interferonaktivitit befindet

sich im Niederschlag, der in einer minimalen Menge des

unter (1) definierten Saccharosepuffers suspendiert und durch

zentrifugieren geklidrt wird.

Durch dieses Extraktionsverfahren wird eine Anreicherung

des Fibroblasten-Interferons von 0,001% Gesamtprotein auf
0,05% Gesamtprotein erreicht. Das Material kann weiter
bis zur Homogenitdt durch folgende sdulenchromatogra-

phischen Verfahren gereinigt werden:

5. Affinitdtschromatographie an Amicon-Blau B in dem

unter (1) definierten Saccharosepuffer.
6. Anionenaustauschchromatographie an QAE Sephadex in
dem unter (1) definierten Saccharosepuffer bei Abwesenheit

von 0,2 M NacCl.

7. Grossenausschlusschromatographie an Sephadex G-75 in

dem unter (1) definierten Saccharosepuffer.
8. HPLC an Umkehrphasen.

0. Parenterale Applikation

FIF kann parenteral verabreicht werden an Individuen,
die eine antitumor- oder antivirale Behandlung bendtigen
und an solche, die immundepressive Zustinde aufweisen.

Die Dosierung kann sich an die des zur Zeit in klinischer



10

16

20

25

30

35

- 31 -

Priifung befindlichen Materials, das aus menschlichen Zellen
gewonnen wurde, anlehnen und kann z.B. etwa 1-10 x 106 Ein-
heiten/Tag, im Fall von Material mit einer Reinheit, die
grosser ist als 1%, bis zu etwa 15 x 107 Einheiten/Tag
betragen. Die Dosierungen von bakteriell hergestelltem

FIF konnen zur Erzielung eines besseren Effekts markant
erhoht werden, wegen der hdheren Reinheit und der weitge-
henden Abwesenheit anderer Human-Proteine, die als Pyrogene
wirken kdnnen und filir unerwiinschte Nebenwirkungen verant-
wortlich sein kdnnen, beispielsweise erhShte Temperatur,

Uebelkeit usw.

Ein fiir die parenterale Applikation geeignetes Pri-
parat kann beispielsweise dadurch hergestellt werden, dass
man 3 mg bakteriell hergestelltes FIF mit einer spezifischen
Aktivitat von etwa 2 x 108 Einheiten/mg in 25 ml 5%igem
humanen Serumalbumin 18st, die L8sung durch ein bakteriolo-
gisches Filter gibt und die filtrierte L&sung aseptisch
in 100 Ampullen abfiillt, von denen jede 6 x 106 Einheiten
reines Interferon enthdlt. Die Ampullen werden vorzugsweise
in der Kdlte (-20°C) aufbewahrt.

Die Herstellung pharmazeutischer Prdparate, die er-
findungsgemdsse Verbindungen enthalten, kann nach den all-
gemein bekannten Methoden der Galenik unter Verwendung der
liblichen Hilfs- und Tragermaterialien, wie sie in der ein-

schlégigen Literatur beschrieben sind, erfolgen.
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Patentanspriche

1. Mikrobiell hergestellte Polypeptide mit der Amino-
sduresequenz eines reifen Human-Fibroblasten-Interferons

ohne Prisequenz oder Teill einer solchen.

2. Polypeptide gemidss Anspruch 1, dadurch gekennzeich-

net, dass sie keine Glykosylgruppen enthalten.

3. Polypeptide gemdss Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass der normalerweise aminoendstindige Methioninrest
fehlt.

4. Polypeptide gem#ss Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass sie aminoendstiéndig um ein abspaltbares Konjugat

oder mikroblelles Signalprotein verlingert sind.

5. Eine DNS-Sequenz, die die Aminosiuresequenz eines

Polypeptids gemiss den Anspriichen 1, 3 oder 4 codiert.

6. Eine DNS-Sequenz gemiss Anspruch 5, die operabel
verbunden ist mit einer DNS-Sequenz, die die mikrobielle
Expression eines Polypeptids geméss einem der Anspriiche 1,

3 oder 4 bewirken kann.

7. Ein replikabler mikrobieller Vektor, der in einem
transformierten Mikroorganismus ein Polypeptid gemiss einem

der Anspriiche 1, 3 oder 4 zur Expression bringen kann.
8. Ein Vektor gemiss Anspruch 7, der ein Plasmid ist.

9. Ein Plasmid aus der Gruppe pFIFlac9, pFIFtrp69 und
PRIFEr D 69.

10. Ein mit einem Vektor gemiss den Ansprlichen 7-9

transformierter Mikroorganismus.
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11l. Ein mit einem Vektor gemiss einem der Anspriiche

T-9 transformierter Stamm von E. coli.

12. E. coli K-12 Stamm 294 transformiert mit einem

Vektor gemiss einem der Anspriiche 7-9.

13. Bacillus subtilis transformiert mit einem Vektor

gemdss einem der Anspriiche 7-9.

14, Saccharomyces cerevisiae transformiert mit einem

Vektor gemiss einem der Anspriiche T7-9.

15. Bakterienextrakte mit einem Gehalt von mindestens
95% eines Polypeptids, das im wesentlichen aus der Amino-
sduresequenz eines reifen Human-Fibroblasten-Interferons

gemdss einem der Anspriiche 1-4 besteht.

16. Pharmazeutische Priparate auf der Basis eines

reifen Human-Fibroblasten-Interferons gemidss einem der An-
spriiche 1-4,

17. Pharmazeutische Priparate gemidss Anspruch 16 zur

parenteralen Applikation.

18. Eine Xultur von Mikroorganismen, die zur Produk-

tion von reifem Human-Fibroblasten-Interferon fihig sind.

19. Eine Kultur von Mikroorganismen gemiss einem der
Anspriche 11-14%.

20. Die Verwendung eines Polypeptids gemiss einem der
Anspriche 1, 3 oder 4 zur Behandlung von Tumoren und viralen
Infektionen oder zur Herstellung von pharmazeutischen Pri-

paraten, die fiir derartige Behandlungen geeignet sind.
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21l. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids ge-
midss einem der Anspriiche 1-4, dadurch gekennzeichnet, dass
man eine Kultur eines Mikroorganismus, der mit einem zur
Expression eines solchen Polypeptids befdhigten replikablen
Vektor transformiert ist, zur Expression anregt und das

Polypeptid isoliert.

22. Verfahren zur Herstellung eines Mikroorganismus,
der zur Expression eines Polypeptids gemiss einem der An-
spriche 1-4 f#hig ist, dadurch gekennzeichnet, dass man
einen Mikroorganismus mit einem die Expression dieses Poly-
peptids bewirkenden, replikablen Vektor transformiert und

kultiviert.

23. Verfahren zur Herstellung eines replikablen, in
einem Mikroorganismus die Expression eines Polypeptids ge-
méss einem der Anspriiche 1-4 bewirkenden Vektors, dadurch
gekennzeichnet, dass man eine dieses Polypeptid codierende
DNS-Sequenz operabel mit einer DNS-Sequenz, die die fiir die

Expression notwendigen Codons enthilt, verbindet.

2L, Verfahren gemiss Anspruch 23, dadurch gekenn-

20 zeichnet, dass die zweite DNS-Sequenz einen mehrfachen Trp-

Promotor-Operator enthilt.
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SE S10 $20 s21
met thr-asn lys cys leu leu gln ile ala leu -leu leu cys phe ser thr thr ala leu ser MET SER TYR ASN

ATG ACC AAC AAG TGT C1C CTC CAA ATT GCT CTC CTG TTG TGC TTC TCC Q%T ACA GCT CTT TCC ATG AGC TAC AAC

10 20
LEU LEU GLY PHE LEU GLN ARG SER SER ASN PHE GLN CYS GLN LYS LEU LEU TRP GLN LEU ASN GLY ARG LEU GLU

TTG CTT GGA TTC CTA CAA AGA AG&OQGC AAT TTT CAG TGT CAG AAG CTC CTG TGG CAA TTG AAT GGG AGG CTT ?@%

30 40 50
TYR CYS LEU LYS ASP ARG MET ASN PHE ASP ILE PRO GLU GLU ILE LYS GLN LEU GLN GLN PHE GLN LYS GLU ASP

TAT TGC CTC AAG GAC AGG ATG AAC TTT GAC ATC CCT GAG GAG ATT AAng%G CTG CAG CAG TTC CAG AAG GAG GAC

60 70
ALA ALA LEU THR ILE TYR GLU MET LEU GLN ASN ILE PHE ALA ILE PHE ARG GLN ASP SER SER SER THR GLY TRP
GCC GCA TTG ACC ATC TAT GAG ATES%TC CAG AAC ATC TTT GCT ATT TTC AGA CAA GAT TCA TCT AGC ACT GGC Igﬁ
0

80 90 100
ASN GLU THR ILE VAL GLU ASN LEU LEU ALA ASN VAL TYR HIS GLN ILE 'ASN HIS LEU LYS THR VAL LEU GLU GLU

AAT GAG ACT ATT GTT GAG AAC CTC CTG GCT AAT GTC TAT CAT CAG ATA3§§C CAT CTG AAG ACA GTC CTG GAA GAA

110 120
LYS LEU GLU LYS GLU ASP PHE THR ARG GLY LYS LEU MET SER SER LEU HIS LEU LYS ARG TYR TYR GLY ARG ILE

AAA CTG GAG AAA GAA GAT TTT ACC4§§G GGA AAA CTC ATG AGC AGT CTG CAC CTG AAA AGA TAT TAT GGG AGG ATT
450

130 140 150
LEU HIS TYR LEU LYS ALA LYS GLU TYR SER HIS CYS ALA TRP THR ILE VAL ARG VAL GLU ILE LEU ARG ASN PHE
CTG CAT TAC CTG AAG GCC AAG GAG TAC AGT CAC TGT GCC TGG ACC ATASE%C AGA GTG GAA ATC CTA AGG AAC TTT

-

160 166
TYR PHE ILE ASN ARG LEU THR GLY TYR LEU ARG ASN END
“C TTC ATT AAC AGA CTT ACA GGESEAC CTC CGA AAC TGA AGATCTCCTAGCCTGTCCCTCTGGGACTGGACAATTGCTTCAAGCA

TTCTTCAACCAGCAGATGCTGTTTAAGTGACTGATGG%E%ATGTACTGCAAATGAAAGGACACTAGAAGATTTTGAAATTTTTATTAAATIATGAGTT
700

ATTTTTATTTATTTAAATTTTATTTTGGAAAA}AAATTA;E%TTGGTGCAAAA
3'
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Hha I Pst 1 Pst 1 Bgl T

‘ ‘ sor mlof ‘ Ios: tfop‘
GGGG,
P—ccce
363 bp 320 bp
Denaturierung
) Zusatz | von S-ATGAGCTACAAC oder
. 5'~-CATGAGCTACAAC
\ (CYATG AGC TAC AAC
3——CCCC—AGG TAC TCGATG TTG Pst1, B0/

DNS-Polymerase

‘Klenow Fragment'

Pst 1
(C) ATG AGC TAC AAC
— (G} TAC TCGATG TTG }

Isolier.363 bp-Fragment

Pst 1
Isolier.141 bp~-Fragment Y
1 2 3 4 46 47 48 43 50 166
me! ser lyr osn gin /sy gin gin  phe asn stop
(C)ATG AGC TAC AAC CAG CTG CA G CAG TTC AAC TGA A
(G TAC TCGATGTTG =————GTC G AC GTC GTC AAG TTG ACT TCTAG
141 bp 363 bp
T4 DNS-Ligase
R Bg/ L
b2 166
met ser asn  stop
Pst 1 Bgl T
(C)ATG AGC —rrrrrrrermeeerer e AAC TGA A
(G)TAC TCG ; - TTG ACT TCTAG
504 bp
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Pst 1,89/ L
pHKYIO
Isol.grosses Fragment
. EcoRI,DNS Pol I, Pst1
~ pGHB6 >
v Isol.kleines Fragment
Xbal,DNS Pol I, Pst1
pHKY2 — -
Isol.grosses Fragment
met Sal T
CATG_____ FIF Gen 7
& TAC T, T
505 bp
+ (a), (b)
T4 DNS-Ligase
Eco RI
Pst 1
Pst T
oox

A= T b,

Bg/ T

Pst I Bg/ L
| ANNANNNNNNS -
Amp Tet (G )
Pst 1 lacpo lacpo EcoRI
=3 i (aufgefiillt) (b)
Amp
Pst T tepo  Xbal
[N\, - - )
Amp (aufgefdllt)
mert
Mo FIF Gen e
TN
504 bp
+(a), (c)

T4 DNS~Ligase
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